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1.1. Cáncer de pulmón
1.1.1. Definición
El cáncer de pulmón es la consecuencia de un crecimiento incontrolado y anormal de las células del 
pulmón, ocasionando alteraciones funcionales respiratorias por invasión local, o bien en otros órganos 
por invasión a distancia de ganglios linfáticos, hueso, hígado, cerebro y  glándulas suprarrenales entre 
otros.
1.1.2. Epidemiología
El cáncer de pulmón afecta tanto a hombres como a mujeres, siendo el segundo en frecuencia en 
varones tras el cáncer de próstata, y el cuarto en mujeres tras el cáncer de mama, colorrectal y cuerpo 
uterino. En 2012, en España se diagnosticaron 215.534 casos nuevos de cáncer, de los cuales el 12,4% 
fueron	de	pulmón.	Sin	embargo,	es	el	de	mayor	mortalidad	(20,6%),	siendo	en	hombres	 la	principal	
causa	de	muerte	por	cáncer	(27,4%)	y	la	segunda	en	mujeres,	detrás	del	cáncer	de	mama	(9,4%).	
Tanto en España, como en el resto de los países occidentales, se alcanzó un pico casi epidémico de 
tabaquismo	a	finales	del	siglo	pasado	que	ha	ido	descendiendo	gracias	a	las	campañas	de	prevención.	
Desde entonces la mortalidad en varones ha disminuido, mientras que se ha estabilizado en las mujeres 
(figura	1).
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   Figura 1.- Tendencias en las tasas de muerte por cáncer de 
	 	 	 pulmón	ajustada	por	edad	en	ambos	sexos.	(Section,	2008)
El cáncer de pulmón sigue siendo uno de los tumores más letales a pesar de los avances acaecidos 
en las últimas décadas tanto en las técnicas quirúrgicas como en las terapias combinadas. Las tasas 
de supervivencia relativas a los 5 años en Europa son las segundas más bajas, por detrás del cáncer 
de páncreas, oscila entre el 7,9% y el 16,5%; siendo en España del 10,7%. Por estadios, cuando la 
enfermedad está localizada se sitúa en torno al 40-45%, siendo del 30% en los estadios localmente 
avanzados, y desplomándose en la enfermedad metastásica. No obstante, sólo el 15% de los cánceres 








1.1.3. Factores de riesgo
Tabaco
Los primeros estudios epidemiológicos realizados en la década de los años 50 asocian el hábito 
tabáquico al cáncer de pulmón. A pesar de que el tabaco había sido ampliamente utilizado a lo largo 
de	los	siglos,	el	cáncer	de	pulmón	antes	del	siglo	XX	era	casi	desconocido	en	la	práctica	médica	(DOLL	
&	 HILL,	 1954;	 Shaper,	Wannamethee,	 &	Walker,	 2003).	 A	 raíz	 de	 la	 introducción	 de	 los	 cigarrillos	
manufacturados con propiedades adictivas, se observó un crecimiento alarmante en el número de casos 
(Alberg,	Ford,	&	Samet,	2007a).	De	los	más	de	5000	componentes	del	tabaco,	la	Agencia	Internacional	
de	Investigación	del	Cáncer	(International	Agency	for	Research	on	Cancer,	IARC)	ha	determinado	que	al	
menos 76 son carcinógenos, y de estos alrededor de 20 lo son directamente contra el pulmón. De entre 




que pueden reaccionar con el ADN formando aductos, críticos en el proceso de carcinogénesis. Cuando 
las proteínas responsables de la reparación del DNA no son capaces de subsanar el daño causado por 
esos aductos, se producen mutaciones permanentes, que en el caso de afectar a oncogenes o genes 
supresores de tumores, pueden desencadenar una pérdida de control del ciclo celular y el consiguiente 
desarrollo	de	un	tumor	(Stephen	S	Hecht,	2012)	(figura	2).	
Así mismo, existen otros factores asociados al tabaquismo que contribuyen a un daño crónico del 
epitelio pulmonar y al desarrollo de la neoplasia, como son los co-carcinógenos contenidos en el humo 
del	tabaco	(catecoles	y	fenoles)	que	potencian	notablemente	la	actividad	de	los	carcinógenos	del	tabaco	
(S.	S.	Hecht,	1999;	Stephen	S	Hecht,	2012).	
Otro	 factor	 importante	 es	 el	 daño	 inflamatorio	 crónico	 que	 desencadenan	 la	 actividad	 de	
mediadores	de	la	inflamación	como	el	NF-κB	y	el	IKB	Kinasa	β,	que	desempeñan	papeles	fundamentales	










acetilcolinesterasa	 (CHRNA5,	 CHRNA3	 y	 CHRNB4)	 y	 se	 han	 relacionado	 tanto	 en	 la	 dependencia	
nicotínica	como	en	un	mayor	riesgo	de	desarrollar	cáncer	de	pulmón	(Hung	et	al.,	2008).	Además,	se	
ha	observado	que	polimorfismos	a	nivel	de	5p15	se	asocian	con	un	incremento	en	el	riesgo	de	padecer	
cáncer de pulmón tanto en fumadores como en no fumadores. En este locus se localiza el gen hTERT, que 
codifica	la	enzima	telomerasa	transcriptasa	reversa	(Zhu	et	al.,	2006).	Se	ha	observado	una	expresión	
elevada de la telomerasa en cáncer de pulmón, lo que sugiere un papel crucial en la tumorigénesis, 
sobretodo	de	un	subtipo	histológico	concreto,	el	adenocarcinoma	(Truong	et	al.,	2010;	Zhu	et	al.,	2006).	




A pesar de que el tabaco es la principal causa del cáncer de pulmón, existen otros agentes que 




Exposición a metales como el níquel, cromo y el arsénico; a los gases emanados de los tubos de 
escape de vehículos diesel; así como, al polvo de silicio.
 Radón:
La radiación producida por el radón, gas inerte procedente de la descomposición del uranio, torio 
y radio.
 Asbesto:
Aunque por sí solo es un carcinógeno independiente, tiene un efecto multiplicador en combinación 
con el tabaco. 
 Polución:
Es la exposición a los carcinógenos producidos por la combustión de los combustibles fósiles, 
incluidos	 los	 hidrocarburos	 aromáticos	 y	 los	 metales	 como	 el	 níquel,	 el	 cromo	 y	 el	 arsénico.	 Su	
concentración es muy variable dependiendo de la localización el momento del día. Hay algunos estudios 
que	cifran	en	un	incremento	del	14%	el	riesgo	de	desarrollar	cáncer	de	pulmón	por	cada	10μg/m3	de	
incremento	en	la	concentración	de	estas	partículas	en	el	aire	(Alberg,	Ford,	&	Samet,	2007b).







Los carcinomas pulmonares se dividen en dos grandes grupos, el mayoritario, en torno a un 80% 
son	de	célula	no	pequeña	(carcinomas	no	microcíticos)	y	 los	restantes	(20%)	son	de	célula	pequeña	
(carcinomas	microcíticos).	A	su	vez,	los	carcinomas	no	microcíticos	se	dividen	en	aquellos	que	muestran	






En el cáncer de pulmón, como en la mayoría de neoplasias, aparece tras una serie secuencial de 
cambios progresivos moleculares y/o morfológicos en la mucosa respiratoria.  Además, se postula 
que	cada	una	de	las	lesiones	preneoplásicas	en	el	pulmón	se	asocia	a	uno	o	más	eventos	genéticos.	Se	
propone una vía de carcinogénesis relacionada con el fallo de los sistemas de control de la replicación del 
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ADN, lo que conduciría a una inestabilidad genómica intrínseca, que a su vez favorecería el acumulo de 
mutaciones y la transformación neoplásica. En el caso del carcinoma escamoso la secuencia comenzaría 





demostrado que la expresión de la proteína p53 está presente en las lesiones bronquiales preinvasivas a 
diferencia	de	la	mucosa	bronquial	normal	(Brambilla	et	al.,	1998;	Rusch,	Klimstra,	Linkov,	&	Dmitrovsky,	
1995).	
En el caso de los adenocarcinomas, las lesiones precursoras empezarían por una hiperplasia 
adenomatosa atípica en los neumocitos, seguida del adenocarcinoma in situ, no mucinoso o mucinoso. 
Dado	que	las	alteraciones	de	EGFR	y	KRAS	son	mutaciones	“drivers”	se	encuentran	con	frecuencia	en	
este	tipo	de	lesiones	preneoplásicas	de	forma	mutuamente	excluyente	(Gazdar	&	Brambilla,	2012).	Así	





El	 concepto	 de	 compartimentos	 pulmonares	 propuesto	 por	 Gazdar	 y	 Brambilla	 (Gazdar	 &	
Brambilla,	2012)	es	esencial	para	entender	el	pulmón	y	sus	tumores.	El	pulmón	es	uno	de	los	pocos	
órganos donde se organizan distintos compartimentos anatómicos y funcionales, y que por tanto dan 
lugar a diferentes tipos tumorales. De tal modo que tendríamos un compartimento central constituido 
por bronquios de gran a mediano calibre, dedicados a la conducción aérea. Estarían tapizados por un 
epitelio	 pseudoestratificado	 con	 células	 neuroendocrinas,	 células	 ciliadas	 altas	 luminales	 y	 células	
mucosecretoras. La célula madre trasnformada de la vía aérea central seria la responsable del carcinoma 
de células escamosas y del adenocarcinoma central. Del mismo modo, existiría un compartimento 
periférico constituido por bronquiolos y alveolos. Los bronquiolos estarían recubiertos por una 
monocapa de células ciliadas y células Clara. Y los neumocitos tipo I que permiten el intercambio gaseoso 
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y los tipo II, que secretan surfactante conformarían el epitelio alveolar. La célula madre transformada de 
la vía aérea periférica daría lugar a los adenocarcinomas periféricos. 
A raíz del artículo de consenso publicado en 2011 por la Asociación Internacional para el Estudio 
del	Cáncer	de	Pulmón,	la	Sociedad	Torácica	Americana	y	la	Sociedad	Respiratoria	Europea	(Travis	et	
al.,	2011;	Travis,	Brambilla,	Noguchi,	Nicholson,	Geisinger,	Yatabe,	Ishikawa,	Wistuba,	Flieder,	Franklin,	
Gazdar,	 Hasleton,	 Henderson,	 Kerr,	 Nakatani,	 et	 al.,	 2013;	 Travis,	 Brambilla,	 Noguchi,	 Nicholson,	
Geisinger,	Yatabe,	Ishikawa,	Wistuba,	Flieder,	Franklin,	Gazdar,	Hasleton,	Henderson,	Kerr,	Petersen,	et	
al.,	2013)	se	ha	producido	un	cambio	en	la	comprensión	del	adenocarcinoma	pulmonar.	Los	avances	
realizados en los años precedentes a este artículo llevan a una aproximación diagnóstica multidisciplinar 
de	este	tipo	de	tumores.	Introduce	una	nueva	clasificación	(Figura	4),	elimina	términos	confusos	como	
el	 “bronquioloalveolar”,	 establece	 criterios	 claros	 para	 el	 diagnóstico	 de	 las	 lesiones	 preinvasivas,	
sugiere pautas de manejo en las biopsias pequeñas y citologías e introduce en el diagnóstico rutinario la 
determinación de alteraciones moleculares con implicaciones terapéuticas. Así mismo, asocia subtipos 
histológicos con alteraciones moleculares concretas.
Figura	 4.-	 Propuesta	 de	 clasificación	 de	 los	 adenocarcinomas	 de	 pulmón	 (Travis,	 Brambilla,	
Noguchi,	Nicholson,	Geisinger,	Yatabe,	Ishikawa,	Wistuba,	Flieder,	Franklin,	Gazdar,	Hasleton,	Henderson,	
Kerr,	Nakatani,	et	al.,	2013)
Del mismo modo que lo ocurrido con el adenocarcinoma, las nuevas tinciones inmunohistoquímicas 
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1.1.5. Clínica y diagnóstico
Lamentablemente el cáncer de pulmón no suele cursar con ningún síntoma hasta que la enfermedad 
ya está extendida, y aún cuando aparecen estos pueden ser enmascarados por procesos no tumorales, 
lo que retrasa aún más el diagnóstico. En este sentido, los diagnósticos en etapas tempranas suelen 
ser fortuitos, por pruebas de imagen por otras enfermedades. Los síntomas más comunes son una tos 
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persistente, neumonía o bronquitis que no mejora, tos con esputos sanguinolentos, pérdida de peso 
o apetito, cansancio o debilidad, dolor en el pecho que empeora al inspirar profundamente, al toser o 
reír,	y	ronquera.	Los	síndromes	paraneoplásicos	no	son	infrecuentes	(hipercalcemia,	exceso	de	ACTH)	
y se asocian principalmente al carcinoma epidermoide y microcítico. Por último, si la masa tumoral se 
localiza en la parte superior del pulmón derecho pueden ocasionar un síndrome de vena cava superior 
(“cancer.org,”	n.d.;	Travis	et	al.,	n.d.).	
Tras	 una	 evaluación	 inicial	 (historia	 clínica	 y	 examen	 físico),	 es	 necesario	 realizar	 pruebas	 de	
imagen.	 Se	utiliza	 la	 tomografía	 computarizada	 (TC)	 	 para	 evaluar	 la	 extensión	del	 tumor	primario.	
Normalmente	el	escáner	tomográfico	por	emisión	de	positrones	(PET)	se	reserva	para	aquellos	pacientes	








citología	 (esputo,	 lavados	bronquioloalveolares,	 punción	aspiración	guiada	por	TC	o	 transbronquial,	
derrame	pleural,	…	etc)	o	biopsia	transbronquial.		
1.1.6. Tratamiento
El tratamiento del cáncer de pulmón depende del estadio clínico que se encuentre en el momento 
de su diagnóstico. En estadios iniciales sin ganglios metastásicos en las pruebas radiológicas, la primera 
opción es cirugía. Dependiendo del estado de los ganglios tras el estudio patológico, recibirán o no 
quimioterapia adyuvante. Los pacientes en estadios iniciales pero con tumores no resecables o ganglios 
metastásicos preoperatorios reciben además radioterapia. En estadios más avanzados se valora la 
administración	de	quimio	y	radioterapia	neoadyuvante	con	el	fin	de	disminuir	el	tamaño	del	tumor,	y	




El	 tratamiento	 quimioterápico	 estándar	 actual	 está	 basado	 en	 dobletes	 de	 platino	 (cisplatino,	
carboplatino)(NCCN	Clinical	Practice	Guidelines	in	Oncology,	2016;	Pfister	et	al.,	2004).	Sin	embargo,	la	
introducción	de	los	nuevos	fármacos	que	actúan	sobre	moléculas	diana	como	EGFR,	ALK	o	ROS-1	que	se	





et	al.,	2013;	 Jemal	et	al.).	La	 tasa	de	supervivencia	a	 los	5	años	es	muy	variable	entre	 los	diferentes	
estadios, oscilando entre el 50-70% del estadio I, 40-55% para el estadio II, entre el 7-25% en el estadio 
III	 y	 del	 2	 al	 13%	del	 estadio	 IV(NCCN	Clinical	 Practice	 Guidelines	 in	 Oncology,	 2016).	 Un	 número	





para los pacientes con enfermedad metastásica o localmente avanzada, está indicado su uso adyuvante 
en	pacientes	quirúrgicos		a	partir	del	estadio	IIA(NCCN	Clinical	Practice	Guidelines	in	Oncology,	2016);	
no	obstante,	el	beneficio	absoluto	que	aporta	a	 la	supervivencia	sigue	siendo	bajo	(4,1%)	(CITA	58).	
Por todo ello, el pronóstico de los pacientes con cáncer de pulmón, a pesar de todos los esfuerzos en 
investigación, sigue siendo fatal.  
	 Algunos	 de	 los	 factores	 que	 más	 influyen	 en	 el	 pronóstico	 son	 la	 edad	 avanzada,	 el	 sexo	





1.2. Biología del cáncer de pulmón no microcítico 
1.2.1 Descripción de las alteraciones genéticas en cáncer de pulmón
El cáncer de pulmón es una neoplasia muy compleja desde el punto de vista biológico e 
histopatológico. Al igual que otras neoplasias epiteliales es la consecuencia de múltiples etapas 
dentro de un proceso de carcinogénesis. Como resultado, esta sucesión de eventos a nivel molecular, 
implican una pérdida del control sobre el ciclo celular y/o la diferenciación, así como el desarrollo de 
mecanismos que eviten la apoptosis y que generen nuevas interacciones con el microambiente que 
rodea a la célula tumoral. Las alteraciones genéticas juegan un papel fundamental en cada uno de los 
pasos	de	esta	secuencia.	La	identificación	de	éstas	es	esencial	para	comprender	el	proceso	neoplásico	y	
poder desarrollar así dianas terapéuticas encaminadas a frenarlo. Prueba de esta importancia es la gran 






Actualmente, la mayoría de los trabajos publicados utilizan técnicas de citogenética modernas 
como las de alta densidad. De entre éstas, la más extendida son los arrays de hibridación genómica 
comparada	(aCGH).	En	su	conjunto,	las	técnicas	de	alta	densidad	han	demostrado	que	existen	un	gran	
número de alteraciones en los dos subtipos principales de CPNM. Las alteraciones numéricas más 
frecuentes	son	las	ganancias	frente	a	las	pérdidas	(Staaf	et	al.,	2013;	Yakut	et	al.,	2006).	Las	anomalías	
cromosómicas más frecuentes en CPNM varían de unos autores a otros. No obstante, una revisión 












Figura 7.- Comparación de las anomalías genéticas en el carcinoma escamoso versus 
adenocarcinoma de pulmón. El color amarillo representa las regiones más frecuentemente alteradas en 
ambos subtipos histológicos, mientras que en rojo y verde se aprecian las anomalías más habituales en 
adenocarcinomas	y	carcinomas	escamosos,	respectivamente	(Garnis	et	al.,	2006b).
La	co-ocurrencia	específica	de	algunas	de	las	alteraciones	halladas	en	los	diferentes	subtipos	del	
cáncer de pulmón sugieren que puede ser posible el determinar patrones de alteraciones que puedan 
usarse	para	identificar	las	distintas	histologías	basados	únicamente	en	la	genómica	(The	Clinical	Lung	
Cancer	Genome	Project	 (CLCGP)	and	Network	Genomic	Medicine	(NGM),	2013).	Sin	embargo,	pocas	
de las alteraciones genéticas halladas en estos trabajos son claramente discriminatorias de una u otra 
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histología. Entre los dos subtipos histológicos principales existe una mayor pérdida de heterocigosidad en 
los	CE	frente	a	los	ADC	(Staaf	et	al.,	2013).	Existe	cierta	controversia	entre	las	alteraciones	cromosómicas	








recurrentes	 también	 varían	 dependiendo	 de	 la	 histología.	 Las	 amplificaciones	 de	 3q24-q29,	 8p12	






Las series relativamente cortas, la mezcla descompensada de subtipos histológicos, así como 




en cada muestra tumoral. Por este mismo motivo, en nuestro estudio nos hemos decantado por la 
técnica	 de	 FISH	 (Hibridación	 In	 Situ	 Fluorescente).	 Aunque	 no	 permite	 hacer	 un	 estudio	 global	 del	
genoma, nos posibilita hacer el estudio simultáneo de varias regiones del genoma, de forma fácil, 
reproducible,	 sensible	 y	 específica;	 y	 además,	 teniendo	 referencias	morfológicas.	 Por	 tanto,	 de	 este	
modo obtenemos la información de todos los clones celulares contenidos en una muestra de cáncer 
de pulmón independientemente de su cuantía, lo cual es más acorde con la naturaleza heterogénea de 
estos tumores.
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Ante esta avalancha de datos, es importante diferenciar entre mutaciones esenciales para la 
aparición	 y/o	 el	 mantenimiento	 del	 estado	 neoplásico	 (“drivers”),	 y	 las	 mutaciones	 secundarias	
(“passenger”)	 que	 no	 tendrían	 tanta	 importancia	 para	 el	 fenotipo	maligno	 (Futreal,	 2007;	 Stratton,	
Campbell,	&	Futreal,	2009).	Las	mutaciones	esenciales	o	primarias	aparecerían	en	el	curso	de	las	distintas	
etapas de la carcinogénesis, y se mantendrían durante la progresión tumoral, de tal manera que células 
con	pocas	alteraciones	esenciales	estarían	al	comienzo	de	ese	proceso.	Según	avanzara	esa	secuencia,	se	
irían acumulando nuevas mutaciones esenciales relacionadas con la adquisición de capacidades vitales 
para la célula tumoral, sobre todo proliferación y supervivencia. De este modo, los tumores dependerían 
de la expresión de estos oncogenes para la supervivencia, demostrando debilidades que podrían ser 




Esta ampliamente aceptado que un evento temprano en la evolución del CPNM, así como la 
pérdida cromosómica más frecuente en estos tumores, es la deleción del brazo corto del cromosoma 
3	(Garnis	et	al.,	2006a;	Kerr,	2001b).		Wistuba	et	al.	publicaron	a	finales	de	los	noventa	varios	artículos	
que demostraban la pérdida de múltiples alelos en 3p y que esta pérdida precedía al cambio reconocible 




que estarían involucrados en los primeros estadios de la enfermedad. La región más frecuentemente 
delecionada	en	muestras	preneoplásicas	o	no	neoplásicas	asociadas	al	CPNM	es	3p21	(Ignacio	I	Wistuba	
et	 al.,	 1997),	 donde	 se	 localizan	 genes	 relacionados	 con	 la	 reparación	 del	 DNA	 como	 son	 hMLH1	 y	
hMSH2,	aunque	la	mayoría	de	las	alteraciones	asociadas	a	estos	genes	se	relacionan	con	procesos	de	
hipermetilación	del	promotor	(Antczak	et	al.,	2013;	Vageli	et	al.,	2009;	Y.-C.	Wang	et	al.,	2003).	
FHIT,	3p14.2,	 se	 localiza	en	 la	región	FRA3B.	FHIT	(“fragile	histidine	 triad”)	está	 inactivado	en	
una	alta	proporción	de	cánceres	(entre	un	20-100%	dependiendo	de	 los	tipos	tumorales)	y	 lesiones	
premalignas, incluido el cáncer de pulmón, donde su inactivación es casi dos veces más frecuente en 
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pacientes fumadores que en no fumadores, lo que nos indica su alta sensibilidad a carcinógenos. La 
función de FHIT es solo parcialmente conocida, contribuye a la regulación de la expresión de genes 
esenciales para la proliferación y la supervivencia como CCND1 y BIRC5, e interviene en la inducción 
de	la	apoptosis	mediante	distintas	vías	como	SRC	y	AKT1,	y	en	la	mediada	por	p53/TP53	a	través	de	
su	actuación	sobre	MDM2	(Nishizaki	et	al.,	2004;	Weiske,	Albring,	&	Huber,	2007).	Su	pérdida	 tiene	
severas	 consecuencias	 en	el	 control	normal	del	 ciclo	 celular	 (Cecener	et	 al.,	 2008;	Pekarsky,	Zanesi,	
Palamarchuk,	Huebner,	&	Croce,	2002;	Sozzi	et	al.,	1996;	Ignacio	I	Wistuba	et	al.,	1997)..
En	 la	bibliografía,	 la	pérdida	del	brazo	corto	del	cromosoma	9	se	describe	como	otra	anomalía	
genética considerada temprana dentro de la transformación maligna. Más concretamente 9p21, donde 
se	 localiza	CDKN2	o	p16,	un	gen	supresor	de	 tumores	 (Kerr,	2001b;	 Ignacio	 I	Wistuba	et	al.,	1997).	
Su	pérdida	se	ha	descrito	tanto	en	el	epitelio	respiratorio	de	pacientes	fumadores	como	en	>	70%	de	
las líneas celulares obtenidas a partir de CPNM humanos, y por tanto, demuestra su implicación en 
los primeros pasos de la carcinogénesis. Aunque mucho menos frecuente, también se ha descrito la 
hipermetilación	 del	 promotor	 como	 otro	mecanismo	 de	 inactivación	 de	 p16	 (Belinsky	 et	 al.,	 2002)	
tanto en epitelio bronquial de pacientes fumadores como en hiperplasias focales de neumocitos tipo II 
(H.	Nakanishi	et	al.,	2009).	Varella-García	et	al.	la	han	relacionado	con	un	peor	pronóstico	en	estadios	
quirúrgicos	así	como	con	recurrencia	en	estadio	I	(Marileila	Varella-Garcia,	2010).	
Las mutaciones en el gen supresor de tumores p53 son comunes a la mayoría de los tumores. En 
CPNM muchos autores han descrito la pérdida de heterocigosidad de 17p21 asociada al cambio displásico 
del	epitelio	(L.	Mao	et	al.,	1997;	Ignacio	I	Wistuba	&	Gazdar,	2006;	Ignacio	I	Wistuba	et	al.,	1997).	La	




otro gen supresor de tumores se produciría en este punto de la evolución tumoral, no tan inicial como 




La	 subunidad	 catalítica	 de	 la	 transcriptasa	 reversa	 telomerasa	 humana	 (hTERT),	 localizada	
en 5p15.33 que restaura la longitud de los telómeros en las células tumorales, es esencial para la 





carcinoma in situ próximo a las zonas de invasión. 
Varios	 autores	 han	 estudiado	 las	 mutaciones	 de	 EGFR	 y	 KRAS	 en	 lesiones	 preinvasivas	 de	













THPO,	 TERC,	RAP2B,	 CLDN1,	 SOX2	 and	TBL1XR1	 and	TP73L.	De	 entre	 estos,	 posibles	 candidatos	 a	
oncogenes podrían ser PIK3CA en 3q26.3 que es un componente clave en varias vías de trasmisión de 
señales	intracelulares	o	TP73L	(p63)	en	3q28,	homólogo	de	p53,	regula	la	proliferación	y	diferenciación	
celular	(Qian	&	Massion,	2008).	Varios	autores	han	observado	que	la	amplificación	de	esta	región	se	




Diversos autores han descrito deleciones del brazo largo del cromosoma 5 en CPNM en lesiones 
no	precursoras	del	cáncer	de	pulmón	(Ignacio	I	Wistuba	&	Gazdar,	2006).	Mendes-da-Silva	(Mendes-da-
Silva,	Moreira,	Duro-da-Costa,	Matias,	&	Monteiro,	2000)	mapeó	el	cromosoma	5	en	busca	de	posibles	
genes candidatos a supresores de tumores, y encontró cinco segmentos frecuentemente delecionados: 
5q11-q13	donde	se	localiza	el	gen	hMSH3,	relacionado	con	la	reparación	del	DNA.	5q15,	una	localización	




cáncer de esófago y el cáncer gástrico. En esta región se localiza el gen supresor de tumores IRF-1 
(Factor	Regulador	del	Interferon	1).	Por	último,	5q35.3,	en	la	región	frágil	FRA5G,	que	algunos	autores	
como	Nymark	et	al.	lo	han	relacionado	con	el	desarrollo	de	neoplasias	pulmonares	tras	la	exposición	al	




pérdida de heterocigosidad del cromosoma 7 y 8q. Ambas alteraciones se han asociado con la progresión 












Las	 ganancias	 de	 C-MYC	 (8q24)	 se	 han	 asociado	 a	 un	mayor	 grado	 histológico,	 estadios	 más	
evolucionados y peor pronóstico en CPNM. Más concretamente, en adenocarcinomas, se ha relacionado 
su sobreexpresión en estadios tempranos con un mayor riesgo de evolución de la enfermedad y muerte 
(Danner	et	al.,	2011;	Pei	et	al.,	2001;	Seo	et	al.,	2014;	The	Clinical	Lung	Cancer	Genome	Project	(CLCGP)	
and	Network	Genomic	Medicine	(NGM),	2013).			
 De entre el resto de alteraciones secundarias menos frecuentemente descritas destacan las 
asociadas a la recurrencia de la enfermedad, la enfermedad metastásica y la mala evolución de la 
enfermedad.	La	ganancia	de	1q	(ARG),	 la	pérdida	de	18q	(SOCS6)	y	 la	 inactivación	de	LKB1	(19p13,	
STK11)	se	han	descrito	asociadas	a	la	recidiva	tumoral	(Sriram	et	al.,	2012;	Tai	et	al.,	2004;	Yakut	et	
al.,	2006;	Zhao	et	al.,	2014).		Sung	et	al	han	relacionado	la	pérdida	de	heterocigosidad	de	11p,	donde	




(Danner	et	al.,	2011)	y	 la	 inactivación	de	STK11	(19p13.3)	con	 las	metástasis	(M	Sanchez-Cespedes,	
2007;	Montserrat	Sanchez-Cespedes	et	al.,	2002;	Ignacio	I	Wistuba	&	Gazdar,	2006;	Zhao	et	al.,	2014).	





Figura 8.- Modelo hipotético de los cambios genéticos asociados a la transformación neoplásica 
y la progresión maligna que ocurriría en los CPNM en base a la literatura revisada. En color negro se 
muestran las alteraciones comunes a ambas histologías, las que están en color verde se han descrito en 
carcinoma escamoso y en rosa, las relacionadas con los adenocarcinomas.
1.2.2 Vías biológicas alteradas en CPNM y dianas terapéuticas.
Como se ha comentado anteriormente, el cáncer de pulmón no microcítico se ha dividido 
clásicamente en dos grandes subtipos histológicos y clínicos; sin embargo, esta división es más compleja 
a nivel molecular. Este tipo de neoplasia presenta altas tasas mutaciones somáticas, reordenamientos 
inter e intracromosómicos y alteraciones en el número de copias de algunos genes en comparación 
con	 otros	 tipos	 tumorales,	 que	 hacen	 muy	 difícil	 su	 estudio.	 Muchas	 de	 estas	 alteraciones	 afectan	
genes que intervienen en varías rutas moleculares, complicando la interpretación de sus alteraciones. 
Por el contrario, las mutaciones en algunos genes son excluyentes entre sí, lo que sugiere que son 
funcionalmente	 equivalentes,	 y	 la	mutación	 de	 uno	de	 ellos	 es	 suficiente	 para	 el	mantenimiento	 de	
la vía. Las mutaciones secundarias que se producen a lo largo de una misma ruta son el fundamento 
de	 las	 resistencias	 terapéuticas,	 inicialmente	 efectivas	 (Conde	 et	 al.,	 2006;	 Lynch	 et	 al.,	 2004).	 El	
Clinical	 Lung	Cancer	Genome	Project	 (CLCGP)	and	Network	Genomic	Medicine	 (NGM)	ha	publicado	
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Aunque existen algunas alteraciones encontradas con mayor frecuencia en uno u otro, es complicado 
separarlos	a	nivel	molecular	(figura	9).	No	obstante,	el	estudio	de	dichas	alteraciones,	y	sobre	todo,	su	
incorporación a los algoritmos manejo de esta patología es fundamental en para el tratamiento y el 
pronóstico de los pacientes.
Figura 9.- Esquema de las alteraciones más frecuentes en 




en su estructura que los diferencian. Permiten la comunicación de la célula con el medio que la rodea. 
Mediante	su	unión	a	distintos	ligandos	extracelulares	específicos,	trasducen	la	señal	hacia	el	interior	de	
la célula, ocasionando la activación del metabolismo celular, la proliferación, la motilidad... etc. Cuando 
estos receptores están alterados pueden funcionar como oncoproteinas. De entre los RTK destaca la 
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familia HER/ERBB que junto con sus ligandos permite el crecimiento y la proliferación de la célula. 
Dentro	de	ellos,	los	dos	más	importantes	son	el	Receptor	de	Factor	de	Crecimiento	Epidérmico	1	(EGFR,	
ErbB1)	y	HER2	(HER2/neu,	ErbB2).	Todos	estos	 receptores	pueden	estar	afectados	por	mutaciones	
puntuales o pequeñas deleciones.
El descubrimiento de las mutaciones de EGFR ha supuesto el mayor cambio en el tratamiento 
de los pacientes con cáncer de pulmón de los últimos años. Está presente ente un 10 a un 16% de los 




(Rosell	et	al.,	2009).	Ambas	mutaciones	son	 las	que	mejor	responden	a	 la	 terapia.	Otras	mutaciones	
menos	 frecuentes	 son	L816Q,	G719X	y	 S768I,	 que	 se	 consideran	 sensibilizadoras.	 Por	último,	 se	ha	
visto	que	la	mutación	inserción/deleción	del	exón	20,	(5-10%)	no	es	sensible	a	los	tratamientos	anti-






unen de forma irreversible al RTK-EGFR. Afatinib ha demostrado mejores tasas de respuesta, mayor 
supervivencia libre de progresión y mejor calidad de vida en varios ensayos clínicos randomizados de 
fase	II	(Kerr	et	al.,	2014).	A	pesar	de	lo	efectiva	de	la	respuesta	inicial	a	los	tratamientos	anti-EGFR,	tras	
10-15 meses los pacientes desarrollan resistencia adquirida. Para tratar de evitar este mecanismo de 






no	tiene	actividad	TK	y	requiere	de	 la	heterodimerización	para	activar	 las	señales	 intracelulares).	El	
heterodímero que ocasiona la señal más potente es la unión de HER2 y HER3. 
Las mutaciones en el dominio TK de HER2 en CPNM se describieron por primera vez en 2004 
(Stephens	et	al.,	2004)	y	están	presentes	en	el	2-4%	de	 los	 casos,	 aunque	en	aquellos	pacientes	 sin	
mutación de EGFR, el porcentaje asciende al 14%. Las alteraciones en la vía de HER2 llevan a la activación 
constitutiva de la vía, dando como resultado la supervivencia y el crecimiento celular. A pesar de que no 





cromosómico,	 la	más	 frecuente	es	 la	 inversión	pericéntrica	del	brazo	corto	del	cromosoma	2,	 inv(2)
(2p21p23),	lo	cual	crea	un	gen	de	fusión	codificado	por	el	extremo	aminoterminal	de	EML4	(2p21)	y	
la	región	intracelular	de	ALK	(2p23)	(Lindeman	et	al.,	2013).	Existen	otras	variantes	de	fusión	menos	
frecuentes,	 que	 incluyen	 traslocaciones	 con	 otros	 cromosomas	 (Rikova	 et	 al.,	 2007;	 Takeuchi	 et	 al.,	
2009).	
Los reordenamientos de ALK están presentes en un 3 a un 7% de los casos de CNMP, pero 
pueden llegar hasta el 13-17% en pacientes seleccionados mediante características clínico-patológicas, 
especialmente	en	jóvenes,	no	fumadores	e	histología	de	adenocarcinoma	(N.	N.	Zhang	et	al.,	2014).	Los	
genes de fusión resultantes funcionan como conductores oncogénicos potentes, y llevan a la célula a un 
estado	de	adición	oncogénica,	que	significa	que	la	supervivencia	de	la	célula	puede	verse	comprometida	
por	la	inactivación	de	un	único	oncogen	(Weinstein	&	Joe,	2008).
En los últimos años se han desarrollado fármacos que inhiben ALK, en Europa está únicamente 




ROS1 y RET 
Los genes de fusión son el resultado de deleciones cromosómicas o reordenamientos intra o 













RET se encuentra en el cromosoma 10. Tiene una incidencia de entre 1,4 y 2% de los CPNM, se 
observa	más	frecuentemente	en	adenocarcinomas,	y	pacientes	jóvenes	no	fumadores	(Felip	et	al.,	2015).	




el	 factor	de	crecimiento	hepatocitario	 (HGF).	La	unión	receptor-ligando	provoca	 la	dimerización	del	
receptor	 y	 la	 fosforilación	 del	 dominio	 TK	 intracelular	 (Ponzetto	 et	 al.,	 1994).	 Esto	 desencadena	 la	
activación	 de	 varias	 rutas	 intracelulares	 (PI3K/Akt	 y	 Ras-Raf-MAPK)	 que	 están	 relacionadas	 con	
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funciones fundamentales para la supervivencia celular, la proliferación y la diferenciación, la regulación 
del	 citoesqueleto	 y	 la	 angiogénesis	 (Furge,	 Zhang,	 &	 Vande	Woude,	 2000).	 Puede	 existir	 activación	
independiente de ligando, que es debida a las interferencias con otros RTK, sobre todo con los de la 
familia	EGFR/ERBB	(Maroun	&	Rowlands,	2014).
MET está presente en un alto número de tumoraciones sólidas, sin embargo los porcentajes en 
CPNM son muy variables, oscilando del 1% al 61%; sin embargo, en lo que todos los artículos coinciden 
es	que	es	un	factor	de	mal	pronóstico,	sobre	todo	en	histología	escamosa	(Felip	et	al.,	2015;	Go	et	al.,	
2010;	Ma	et	al.,	2005;	S.	Park	et	al.,	2012).	Además,	MET	se	ha	 identificado	como	un	mecanismo	de	




Es	un	oncogen	que	 codifica	para	una	kinasa	 Ser-Thr	que	 con	actividad	GTPasa	que	 activa	 vías	
de	 proliferación.	 Pertenece	 a	 la	 familia	 de	 las	 proteínas	 RAS	 kinasa.	 Las	 mutaciones	 de	 BRAF	 se	
identificaron	originalmente	en	melanomas.	En	CPNM		supone	un	1-3%,	las	mutaciones	de	BRAF	son	




































de	 tumores,	 incluido	 el	 cáncer	 de	 pulmón	 (Mason,	 2007;	 Turner	 &	 Grose,	 2010).	 Las	 alteraciones	
genéticas	descritas	son	la	amplificación,	 la	traslocación	y	las	mutaciones	puntuales.	Su	amplificación	
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encuentra frecuentemente mutada en CPNM. LKB1 se considera un gen supresor de tumores localizado 
en	19p13.2.	LKB1	se	describió	por	primera	vez	en	el	 Síndrome	de	Peutz-Jerghers	 (Hemminki	 et	 al.,	
1998).	 Su	pérdida	 es	una	de	 las	 alteraciones	más	 frecuentes	 en	CPNM	 (30%)	 (Montserrat	 Sanchez-
Cespedes	et	al.,	2002),	encontrándose	en	un	34%	de	los	adenocarcinomas	y	en	un	19%	de	los	carcinomas	





Inhibidores del control inmune: PDL1 y CTLA4
El	sistema	inmune	tiene	un	papel	crítico	en	la	identificación	y	destrucción	de	células	extrañas	o	
anormales	en	el	organismo,	así	como	supresores	del	crecimiento	tumoral	(Swann	&	Smyth,	2007).	Los	




Nirschl	 &	 Drake,	 2013;	 Pardoll,	 2012).	 La	 inhibición	 del	 bloqueo	 que	 ocasiona	 el	 tumor	 mediante	




2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
2.1 Hipótesis
Los adenocarcinomas y carcinomas escamosos de pulmón suponen casi el 80% de todos los 
casos diagnosticados de cáncer de pulmón. Al igual que otras neoplasias, constituyen una enfermedad 
en	 la	 que	 el	material	 genético	 se	 ve	 afectado.	 En	 ello	 influyen	 dos	 vías	 principales:	 la	 inestabilidad	
genética y la inestabilidad cromosómica. Ambas, de forma progresiva, conducen a una alteración en 
las vías de control de la proliferación y diferenciación celular. En este sentido, se han propuesto vías 
de carcinogénesis relacionadas con este fallo en los sistemas de control de la replicación celular que 
ocasionaría inestabilidad genómica intrínseca, que a su vez permitiría el acúmulo de mutaciones y la 
alteración generalizada de todo el genoma. 
La	mayoría	de	los	carcinomas	de	pulmón	no	microcítico	(CPNM)	muestran	algún	tipo	de	alteración	
citogenética, desconociéndose la incidencia exacta de muchas de ellas y sus implicaciones clínicas y 
evolutivas.	Dada	la	gran	heterogeneidad	genética	del	CPNM,	la	técnica	de	hibridación	in	situ	fluorescente	
(FISH)	permitiría	estudiar	las	alteraciones	genéticas	en	cada	célula	individualmente,	identificando	así	
pequeños	clones	 tumorales	que	con	 técnicas	de	alta	densidad,	 como	 los	arrays	de	CGH	(aCGH)	y	de	
SNPs	 (Single	 nucleotide	 polymorphisms),	 no	 podríamos	 detectar.	 Además,	 un	 número	 creciente	 de	
estudios indica que el comportamiento clínico y biológico de una neoplasia depende en gran medida 
de las alteraciones genéticas subyacentes y de las interacciones entre las células tumorales y el 
micromedioambiente	que	las	rodea,	traducidas	a	su	vez	en	distintos	perfiles	de	alteración	genética	y	de	




que distintas vías de evolución clonal existentes a nivel intratumoral. La utilización de técnicas que 
permiten el análisis de las alteraciones cromosómicas a nivel de células individuales, en combinación 
con	su	perfil	de	expresión	a	nivel	inmunohistoquímico,	nos	permitirá	profundizar	en	el	conocimiento	de	
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la heterogeneidad genética y de las vías de evolución clonal existentes, tanto a nivel intratumoral en cada 
paciente, como a nivel intertumoral entre distintos pacientes con CPNM, proporcionando así información 
clave para determinar el impacto de las distintas alteraciones genéticas en el comportamiento biológico, 
histopatológico, clínico y pronóstico del CPNM.
2.2. Objetivos
 Ante estos antecedentes, en el presente trabajo doctoral nos hemos planteado como objetivo 
general profundizar en el conocimiento de las alteraciones genéticas y genómicas del CPNM, con especial 
énfasis en las vías de evolución clonal presentes a nivel intratumoral, y su impacto en el comportamiento 
clínico,	biológico	y	evolutivo	de	la	enfermedad.	Para	ello	hemos	delineado	cuatro	objetivos	específicos:





aquellas anomalías génicas asociadas a una mayor supervivencia.
- Determinar cuáles son las vías de evolución clonal intratumoral, debidas a la inestabilidad 
cromosómica que con mayor frecuencia se observan en adenocarcinomas y carcinomas escamosos de 
pulmón.
2.	Seleccionar	aquellas	alteraciones	genéticas	que	han	mostrado	una	significación	estadística	con	




tipos histológicos del CPNM.




3. MATERIAL Y MÉTODOS
3.1. Pacientes











 La recogida de los datos  para la obtención de las variables epidemiológicas, clínicas y patológicas 
correspondientes al estadio patológico de la enfermedad, el tipo de cirugía, el estado de los márgenes 
quirúrgicos,	 el	 establecimiento	de	 tratamiento	adyuvante	y	 los	datos	de	 seguimiento	 (supervivencia	
libre	 de	 enfermedad,	 supervivencia	 global	 y	 evolución)	 se	 llevó	 a	 cabo	mediante	 la	 revisión	 de	 las	
historias clínicas de toda la serie tras la realización de la intervención quirúrgica.
De	 los	 101	 pacientes	 analizados,	 86	 (85%)	 fueron	 hombres	 y	 15	 (15%)	mujeres,	 con	 edades	









 3.2. Estudio morfológico
Para	llevar	a	cabo	tanto	los	estudios	inmunohistoquímicos	(IHQ)	como	los	genéticos		diseñamos	
tres	 tissue	 microarrays	 (figura	 11),	 uno	 con	 los	 primeros	 20	 casos	 diagnosticados	 de	 carcinoma	
epidermoide	(n=10)	y	adenocarcinoma	primario	pulmonar	(n=10),	otro	con	38	pacientes	con	carcinoma	
escamoso y un tercero con las muestras correspondientes a  los 43 pacientes restantes con diagnóstico 
de adenocarcinoma.  Así mismo, en todos ellos incluimos tejidos de control. Cabe destacar que todas las 
muestras	fueron	incluidas	por	triplicado	(Kononen	et	al.,	1998;	Sanchez-Carbayo,	2011).	
Para seleccionar las muestras se utilizaron las preparaciones teñidas con hematoxilina-eosina 
donde se marcaron las zonas más representativas de cada tumor. Después se compararon las zonas 
marcadas	de	las	preparaciones	con	sus	correspondientes	bloques	de	parafina	(bloques	donantes).	Se	
prepararon los bloques donantes, con un mínimo aconsejado de 2 mm de profundidad tisular y con 
una	adecuada	preservación	antigénica	durante	el	proceso	de	fijación.	Seleccionamos	la	zona	elegida	en	
el	bloque	de	parafina.	Confeccionamos	una	plantilla,	identificando	todos	los	cilindros	y	su	disposición	
en	 la	matriz	 tisular.	En	un	bloque	de	parafina	 en	blanco,	de	40x25	mm,	utilizado	 como	 receptor	de	
las muestras titulares, se introdujeron los cilindros seleccionados con agujas de 0,6mm, ajustando la 
profundidad	de	descenso	de	 las	 agujas	 aproximadamente	a	3mm.	Una	vez	 terminado,	 incubamos	el	




partir de aquí se procesaron los cortes histológicos como cualquier corte de tejido. 
 3.3. Técnicas de inmunohistoquímica
Las técnicas de inmunohistoquímica se realizaron en varios cortes obtenidos de las matrices 




en la  matriz.
-	Se	incubaron	en	estufa	a	60ºC	durante	24	horas.
-	 El	 procesamiento	 automático	 se	 realizó	 en	 mediante	 el	 procesador	 BOND-III	 (A.	 Menarini	
Diagnostics,	San	Diego,	USA)	mientras	que	el	proceso	de	tratamiento	e	incubación	de	los	anticuerpos	
se	realizó	con	el	Bond	Polymer	Refine	Detection	(Leica	Microsystems	(UK)	Ltd,	Milton	Keynes	UK	),	
que consta de un bloqueante de peroxidasa, un post-primario, un polímero y una diaminobecidina. Los 














 Técnicas de hibridación in situ fluorescente (FISH)
	 Para	 la	 detección	 de	 alteraciones	 cromosómicas	 empleamos	 técnicas	 de	 FISH	 con	 marcajes	
dobles	y	triples	(spectrum	acqua,	green	y	orange),	con	sondas	centroméricas	y	específicas	de	locus	para	





Para	 los	 estudios	 de	 FISH	 de	 los	 pacientes	 antes	 mencionados	 hemos	 partido	 de	 muestras	
tumorales	y	normales	obtenidas	al	diagnóstico	e	incluidas	en	parafina,	el	análisis	de	FISH	se	llevó	a	cabo	
sobre núcleos interfásicos. Para llevar a cabo dicho análisis hemos empleado 20 sondas diferentes de la 
casa	comercial	Vysis	Inc;	Downers,	Grove,	IL:	1)	la	sonda	LSI	Cri-du-Chat	Dual	Color	[LSI	EGR1	(5q31)/
D5S721,	D523]	para	el	estudio	del	cromosoma	5;	esta	sonda	presenta	ADN	complementario	de	la	región	
5q31, que contiene el locus EGR1, marcado en rojo y ADN que hibrida con la región 5p15.2 marcado en 
fluorescencia	verde;	2)	la	sonda	LSI®	EGFR	(7p12)	SpectrumOrange/	CEP®	7	SpectrumGreenTM	Probe	
para el estudio del cromosoma 7, que contiene secuencias complementarias del gen EGFR marcada 
en	fluorescencia	roja	y	de	 la	región	centromérica	7p11	marcado	en	verde;	3)	 la	sonda	ProVysionTM	










Probe para el estudio de los cromosomas 14 y 18,  constituida por una mezcla de sondas dirigidas para 
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la	detección	del	gen	BCL2	(18q21)	en	fluorescencia	roja	y	del	gen	IgH	(14q32)	en	fluorescencia	verde;	
8)	 LSI®	 22	 (BCR)	 SpectrumGreenTM	para	 el	 estudio	 del	 cromosoma	 22,	marcada	 directamente	 en	
fluorescencia	verde	y	complementaria	del	gen	BCR	(22q11.2).	Para	el	estudio	de	alteraciones	numéricas	
de	los	cromosomas	17,	18	y	X,	hemos	utilizado	sondas	que	contienen	secuencias	cromosoma-específicas	
de ADN satélite altamente repetido, localizado en la región centromérica del cromosoma, marcadas en 
fluorescencia	aqua.	Para	el	estudio	de	reordenamientos	ALK	(2p23)	y	ROS1	(6q22.1)	y	amplificación	del	
gen	MET	(7q31)	se	utilizaron	las	sondas	de	la	casa	comercial	DAKO.
Los	 portas	 previamente	 desparafinados	 se	 incubaron	 de	 forma	 secuencial	 con	 soluciones	 que	
contenían		0.1	mg/ml	de	pepsina	(10	minutos	a	37ºC),	formaldehído	al	1%	(10	minutos	a	temperatura	
ambiente)	 y	 finalmente	 se	 deshidrataron	 con	 etanol	 con	 técnicas	 previamente	 establecidas.	 A	






menos 200 células por muestra.
 Los criterios de evaluación para detectar las diferentes alteraciones numéricas en los distintos 














1, 4, 7, 9 y 20 del gen. 
3.5. Análisis estadístico
El análisis estadístico de todas las variables incluidas en este trabajo, se realizó con el 
programa	 informático	SPSS	21.0	 (Software	Programs,	Chicago,	 IL,	USA).	 Se	 consideraron	diferencias	
estadísticamente	significativas	aquellas	con	una	p≤0.05.	El	estudio	estadístico	se	centró	en	tres	apartados.	
El primero descriptivo, donde se realizó un análisis de la distribución de frecuencias o de porcentajes 
en	 el	 caso	 de	 variables	 cualitativas,	 determinación	 de	media	 ±	 desviación	 estándar,	mediana,	 rango	
de	las	variables	cuantitativas.	Un	segundo	apartado	en	el	que	se	se	hicieron	comparaciones	entre	las	
variables	cualitativas.	Se	utilizó	el	test	de	Chi	cuadrado	(χ2)	de	Pearson,	o	el	test	exanto	de	Fisher	cuando	
los casos esperados fueron menor que 5. Para la comparación entre variables cuantitativas se aplicó 
el	test	t-student	(variable	dicotoma)	o	el	test	ANOVA	(análisis	de	varianza)	en	caso	de	presentar	más	
categorías.  Y el último apartado se dedicó al análisis de la supervivencia mediante curvas de Kaplan-













con la histología o con las características clínicas y evolutivas de los pacientes para analizarlas en una 
serie	más	 amplia	 	 de	 pacientes	 con	 CPNM	 (n=101),	 3)	 determinar	 la	 incidencia	 de	 las	 alteraciones	
cromosómicas	 mediante	 FISH	 en	 los	 dos	 principales	 tipos	 histológicos	 del	 CPNM,	 y	 4)	 determinar	
las	 regiones	 cromosómicas	 con	valor	pronóstico	en	 cuanto	a	 la	 supervivencia	 global	 (SG)	y	 libre	de	
enfermedad	(SLE).
4.1 Características clínico-biológicas de la serie de pacientes analizados







mientras	que	el	98%	de	 los	escamosos	fueron	varones	(p<0.001).	En	cuanto	a	 los	 factores	de	riesgo	
para	el	desarrollo	del	cáncer	de	pulmón,	la	mayoría	de	los	tumores	escamosos	(56%)	fueron	fumadores	
con	enfermedad	pulmonar	obstructiva	crónica	(EPOC)	mostrando	diferencias	significativas	(p<	0.001)	
frente	 al	 grupo	 de	 los	 adenocarcinomas	 (22%).	 No	 se	 encontraron	 diferencias	 significativas	 entre	
ambos	grupos	histológicos	para	el	resto	de	las	características	clínicas	del	paciente	(edad,	localización,	
tipo	 de	 cirugía,	 histología	 del	 tumor....).	No	 obstante,	merece	destacar	 que	 el	 tipo	 de	procedimiento	






59% de los pacientes se encontraban en estadio I y el 23% en estadio II. De los restantes pacientes, 
18	(17%)	estaban	en	estadio	III,	y	tan	solo	un	paciente	(1%)	se	encontraba	en	estadio	IV.	La	intención	
quirúrgica fue curativa en todos los pacientes, consiguiéndose una resección completa en el  95%. 
La	mediana	 de	 supervivencia	 global	 (SG)	 fue	 de	 62±66	meses.	 Aunque	 no	 encontramos	 diferencias	
estadísticamente	significativas	entre	ambos	grupos	histológicos,	la	SG	fue	mayor	en	adenocarcinomas	
que	en	carcinomas	escamosos	.	(68±72,3	meses	vs.	44±53,1	meses;	respectivamente).	Ninguno	de	los	




4.2 Incidencia de las alteraciones genéticas detectadas por FISH en cáncer de pulmón no 
microcítico 
 Inicialmente analizamos las anomalías cormosómicas en 20 casos, 10 adenocarcinomas y 10 
carcinomas	 escamosos	 de	 pulmón,	mediante	 técnicas	 de	 FISH	 empleando	 sistemáticamente	 sondas	




los adenocarcinomas sin detectarse en el grupo de los carcinomas escamosos. También es interesante 







se	 localizaron	 en	 las	 regiones	 cromosómicas	 5p15.2	 (16/20;	 80%),	 8q24	 (15/20;	 80%),	 17p11	
(15/20;	80%),	17q11	(15/20;	80%)	y	17q21	(15/20;	80%),	mientras	que	las	pérdidas	cromosómicas	





De	 todas	 las	 regiones	 cromosómicas	 analizadas,	 solo	 aquellas	 que	 marcaron	 una	 influencia	
significativa	con	las	características	clínicas	de	la	enfermedad	en	los	20	pacientes	inicialmente	estudiados,	
fueron	analizadas	en	un	total	de	101	pacientes	con	CPNM	(figura	12).	La	alteración	más	frecuentemente	




















Una	 vez	 establecida	 la	 incidencia	 individual	 de	 alteraciones	 para	 cada	 región	 cromosómica	
analizada en los CPNM nos centramos en determinar la posible existencia de asociaciones entre dos 
o	más	alteraciones	 cromosómicas	 (tabla	4).	 	 En	 este	 sentido,	 en	 los	 adenocarcinomas,	 encontramos	
asociaciones	estadísticamente	significativas	entre	las	pérdidas	de	los	cromosomas	5q31,	7q31,	7p11.1	
y 9p11.1. Por otro lado los tumores que no muestran alteraciones de los cromosomas 5p15.2 y 13q14 se 
asocian la pérdida de 5q31. La monosomía de 9p11.1 se asocia, a su vez, con la monosomía de 9p21 y la 
ganancia de 8q24. Análogamente, en los carcinomas escamosos encontramos que las pérdidas de 5q31, 
7p11.1,	7q31	y	9p11	están	interrelacionadas	de	forma	estadísticamente	significativa.	Sin	embargo,	en	
el carcinoma escamoso, la ausencia de alteraciones a nivel de 8q24 se relaciona con las anomalías de 
7p11.1, 7q31, 9p11 y 22q11. En su conjunto, las correlaciones observadas entre las diferentes anomalías 
cromosómicas encontradas, tanto en adenocarcinomas como en carcinomas epidermoides, apoyan 
la hipótesis de la existencia de diferentes clones y vías de aneuploidización asociadas a inestabilidad 
cromosómica en el carcinoma de pulmón no microcítico.
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 4.3 Significado de los cambios genéticos detectados mediante FISH en el comportamiento 
clínico-patológico y evolutivo de la enfermedad







La mayoría de los pacientes que recibieron tratamiento adyuvante mostraron pérdidas del 
cromosoma	9p21	y	ganancias	de	17q21	(tabla	7).		En	cuanto	a	las	características	evolutivas	del	tumor	
quedan	reflejadas	en	la	tabla	8.	Los	tumores	que	no	mostraron	ganancias	de	7p11.1	y	7q31,	así	como	
pérdidas de 9p11 desarrollaron enfermedad metastásica durante la evolución. Finalmente, los pacientes 
cuyas en muestras tumorales no se observó ganancias de 7q31 y 8q24 tuvieron mayor tasa de mortalidad.
Es interesante destacar que próximos a las regiones estudiadas se encuentran algunos genes 
relacionados	con	la	proliferación	celular	(FGF10,	EGFR,	AKT-1,	TOP3A,	ERBB2,	FOXN3,	STAT3,	RARA,	





4.4 Impacto de las características clínico-patológicas y de las alteraciones genéticas en la 
supervivencia libre de enfermedad
De los 101 pacientes analizados en el presente estudio, 97 fueron  intervenidos con intención 
curativa	 (R0),	 de	 ellos,	 11	 (11%)	 recidivaron	 en	 el	 primer	 año	 tras	 la	 cirugía,	 7	 fueron	 carcinomas	
escamosos	 (7%)	 y	 4	 adenocarcinomas	 (4%).	 Sin	 embargo,	 si	 observamos	 la	 serie	 a	 largo	 plazo,	
observamos que el número de casos que recidivan termina siendo casi el mismo en las dos histologías, 
57% en adenocarcinomas y 51% en carcinomas escamosos.
La	figura	14	y	tabla	10	muestran	las	características	clínico-patológicas	relevantes	de	la	enfermedad	
que tienen valor pronóstico en la aparición de recidiva en el grupo de los adenocarcinomas. De 







Además de las características patológicas, algunas de las alteraciones genéticas estudiadas 
también	mostraron	una	asociación	estadísticamente	significativa	con	el	tiempo	libre	de	recaída	(tabla	
11).	Así,	podemos	observar	que	 los	pacientes	con	 las	pérdidas	de	7p11.1	y	7q31	muestran	una	SLE	
significativamente	 más	 corta	 con	 respecto	 a	 los	 pacientes	 que	 ganan	 o	 no	 muestran	 alteración	 en	
estas	regiones	(mediana	NA	vs	141	y	13	meses;	P=0.010,	y	mediana	de	NA	vs	141	y	3	meses;	P=0.001,	







En el análisis multivariante de factores pronósticos asociados a recaídas mostró que la afectación 
pleural junto con las alteraciones a nivel de  9p11.1, 9p21 y 13q14 constituyen la mejor combinación 
de	parámetros	individuales	a	la	hora	de	predecir	la	SLE	en	pacientes	con	adenocarcinoma	de	pulmón.	
En base a estas cuatro variables, establecimos un sistema de puntuación para tratar de realizar una 
estratificación	 pronóstica	 de	 los	 pacientes.	 De	 forma	 que,	 a	 la	 ausencia	 de	 afectación	 pleural	 y	 un	
número normal de copias de las regiones 9p11.1, 9p21 y 13q14 les dimos un valor 0; mientras que a 
la	afectación	pleural	(PL1	o	PL2),	las	pérdidas	de	9p11.1	y	13q14	y	la	ganancia	de	9p21	les	dimos	un	
valor de 1. De acuerdo a la puntuación de estas variables, los pacientes que no mostraron ninguno de 
estos tres parámetros alterados obtuvieron una puntuación de 0 y fueron considerados de bajo riesgo. 
Los que mostraron un factor pronóstico alterado tuvieron una puntuación de 1 y fueron considerados 
de riesgo intermedio. Y aquellos que tenían dos o más parámetros alterados, fueron considerados de 
alto	riesgo.	Aunque	no	fue	estadísticamente	significativo,	se	observa	que	los	pacientes	que	no	tenían	
ninguno de los factores pronósticos alterados vivían más meses antes de la recidiva con respecto a los 
que	tenían	uno	o	más	de	uno	alterados	(mediana	de	141	vs	38	y	NA	respectivamente;P>0.05).
	 En	 las	 tablas	12	y	13,	así	 como	en	 la	 figura	15,	 se	detallan	 las	variables	 clínico	patológicas	y	
genéticas pronósticas implicadas en el desarrollo de recidivas con respecto a los carcinomas escamosos 
que se operaron con intención curativa. 











Cuando realizamos el análisis multivariante con todos los parámetros estudiados, observamos 
que	la	pérdida	de	9p21	y	la	presencia	de	focos	de	amplificación	en	el	cromosoma	22q11		eran	factores	
pronósticos independientes para el desarrollo de recidiva. De hecho, los pacientes que presentaron 
ambos	 factores	de	 forma	conjunta	 fallecen	antes	 (<23	meses),	 sin	 llegar	a	desarrollar	 recidiva	de	 la	
enfermedad. 





















adenocarcioma,  realizamos un estudio multivariante. De todos los factores pronósticos analizados, la 
edad,	 los	antecedentes	de	 tabaquismo	o	ECPOC,	 la	afectación	de	 los	ganglios	 linfáticos,	 la	afectación	
pleural, el desarrollo de metástasis, los casos que no ganaban 5p15 y las pérdidas de 9p21 y 9p11 
conforman	la	mejor	combinación	de	parámetros	para	predecir	la	SG	en	los	adenocarcinomas	de	pulmón.	
Establecimos	 un	 sistema	 de	 puntuación	 para	 tratar	 de	 realizar	 una	 estratificación	 pronóstica	 estos	
casos. Los valores que recibieron los distintos parámetros se resumen en la tabla 16. De manera que, de 
acuerdo	a	la	puntuación	obtenida,	los	pacientes	con	una	suma	≤	2	se	clasificaron	de	bajo	riesgo,	los	que	
sumaron	un	valor	entre	3	y	4	se	clasificaron	como	de	riesgo	intermedio,	y	los	que	obtuvieron	≥	5	puntos	
se consideraron de alto riesgo.
La	 supervivencia	 de	 los	 pacientes	 clasificados	 como	 de	 bajo	 riesgo	 tenían	 una	 supervivencia	
significativamente	 mayor	 que	 no	 pacientes	 con	 clasificados	 como	 riesgo	 intermedio	 y	 alto	 riesgo	
(mediana	de	123	meses	vs	72	y	21	meses	respectivametne;	P=0.009)	(figura	17).















El análisis multivariante de los carcinomas escamosos de pulmón mostró que la mejor combinación 
de parámetros está constituida por las ganancias de 5p15, las ganancias de 13q34 y las ganancias de 
22q11. Análogamente a lo realizado para los adenocarcinomas, en base a estas tres variables construimos 
un	 sistema	de	 estratificación	 pronóstica.	 Las	 pérdidas	 de	 las	 regiones	 descritas	 recibieron	 un	 valor	
de 0 puntos; la ausencia de alteración, 1 punto; y la ganancia, 2 puntos. De acuerdo a este sistema de 




4.6 Heterogeneidad genética y vías de evolución clonal en carcinoma de pulmón no 
microcítico
El	 uso	 simultáneo	 de	 varias	 sondas	mediante	 FISH	 nos	 permitió	 caracterizar	 cada	 uno	 de	 los	
clones tumorales presentes en las muestras analizadas, observando que en cada muestra coexisten 
dos o más clones de células tumorales portadoras de distintas alteraciones cromosómicas. De tal modo 







las ganancias como alteración inicial, en los adenocarcinomas la región más frecuentemente ganada es 8q 
(30%),	mientras	que	en	los	escamosos	es	5p	(40%).	En	ambas	histologías,	la	mayoría	de	las	alteraciones	
aparecen en distintas combinaciones, sin embargo, en el 40% de los adenocarcinomas encontramos una 
única alteración sin estar asociada a otras anomalías, serían en un caso la pérdida de 8p en dos casos, de 
13q en uno, y de 14q en otro. 
En	las	figuras	9	y	10	se	resume	el	modelo	hipotético	de	las	vías	de	aneuploidización	intratumoral	
más frecuentemente encontradas para las 20 regiones cromosómicas estudiadas en adenocarcinomas 
y	carcinomas	escamosos	de	pulmón.	De	acuerdo	a	este	modelo,	identificamos	dos	vías	principales	de	
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evolución clonal en los adenocarcinomas: una vía en la que se ganaría 8q y otra en la que se perderían 
inicialmente	 el	 cromosoma	13q	y	9p.	Hemos	 identificado	otras	 vías	menos	 frecuentes	 en	 las	 que	 el	
evento	 inicial	 sería	 la	pérdida	de	13q,	 la	pérdida	de	14q	o	 la	pérdida	de	8p.	Se	 identificarían	clones	
intermedios	en	los	que	hemos	podido	observar	la	ganancia	del	cromosoma	7	(10%)	y	el	cromosoma	17	
(20%),	y	la	pérdida	de	9p	(10%).	Según	este	modelo	hipotético,	la	pérdida	de	22q	sería	un	evento	final	
en el 90% de los casos, asociado en distintas proporciones a otros eventos menos frecuentes. Tan solo 
encontramos un caso en el que sería una vía diferente perdidendo 9p y las dos copias de 10q. 
Por el contrario, al estudiar las alteraciones genéticas en los carcinomas escamosos podemos 




hemos encontrado con mayor frecuencia asociada a otras alteraciones de menor cuantía de entre las que 
destacaría	la	pérdida	de	10q	(20%).	La	tetraploidización,	aunque	puede	ocurrir	en	estadios	tempranos	
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en una pequeña proporción de los CPNM, constituye una etapa tardía en la evolución de muchos de estos 
tumores, nosotros la hemos observado en un único caso. Al observar los clones secundarios, la ganancia 
de	5p	vuelve	a	ser	un	evento	frecuente	 	en	este	subtipo	histológico	(20%),	y	 lo	hemos	observado	en	
aquellos clones que en su inicio no presentaban esta alteración. El otro clon secundario frecuente es la 








En la presente discusión comentaremos en primer lugar los hallazgos encontrados en relación a 
las variables clínico-patológicas y evolutivas de la enfermedad, para entrar posteriormente a discutir los 
resultados genéticos, punto central del presente estudio .
5.1. Análisis de las variables clínico-patológicas y evolutivas de la enfermedad.
En	 nuestra	 serie,	 la	 mediana	 de	 edad	 al	 diagnóstico	 del	 tumor	 fue	 de	 66	 años	 (63	 para	 los	





se ha reducido a tan solo 1,3. En este sentido, los patrones de este tipo de cáncer según las características 
demográficas	 tienden	 a	 correlacionarse	 sólidamente	 con	 los	 patrones	 históricos	 de	 prevalencia	 del	
consumo de cirgarrillos. Este desequilibrio podría explicar la distribución por sexos en nuestra serie 











antecedentes.	 Caramori	 et	 al	 (Caramori	 et	 al.,	 2011)	han	 relacionado	ambos	 factores	 con	el	 subtipo	
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no encontrando ninguna en el estadio IV, probablemente debido al fallecimiento precoz de estos casos 
(≤	8	meses	 tras	 la	 cirugía),	 encontrándose	 la	mayor	 tasa	de	recidivas	para	el	estadio	 II	 (65%	frente	
al	36%	del	estadio	I	y	61%	del	estadio	III;	P<0.05).	Tal	vez,	esto	sea	debido	a	que	en	el	estadio	II	en	
comparación con el estadio III, hay mayor proporción de pacientes con afectación pleural, además de 
que casi solo un tercio de los pacientes del estadio II recibieron tratamiento complementario, mientras 
que la proporción se invierte en los pacientes con estadio III siendo esta asociación estadísticamente 
significativa	(P<0.05).
De	todas	las	características	clínicas	e	histopatológicas	analizadas,	la	edad	(Agarwal,	Brahmanday,	






la combinación de algunos de estos parámetros, su grado de aceptación es bastante limitado. Ya que la 
mortalidad	de	los	pacientes	en	estadio	I	tras	la	cirugía	es	bastante	alta	(NCCN	Clinical	Practice	Guidelines	
in	Oncology,	2016)	Guerrera	et	al	(Guerrera	et	al.,	2015)	proponen	un	modelo	de	estratificación	que	
permita seleccionar a ese 30% que no sobrevive a los 5 años. Analiza una serie de 848 pacientes en 
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los que objetiva que los parámetros edad, el sexo, las comorbilidades cardiovasculares, los valores de 
función	 respiratoria	FEV1	y	DLCO,	 el	 valor	del	 SUVmax	del	 tumor	en	el	PET-TC,	 la	 afectación	de	 los	
ganglios	linfáticos,	la	invasión	vascular,	el	estadio	TNM	y	el	grado	histológico	influyen	significativamente	
en la supervivencia de los pacientes. Asigna una puntuación a cada uno de tal manera que obtiene dos 
grupos en los que a partir de 8 y 10 puntos existe un riesgo elevado y muy elevado respectivamente de 
morir	antes	de	5	años	tras	la	cirugía.	Sin	embargo,	no	discrimina	entre	adenocarcinomas	y	carcinomas	
epidermoides, ni tiene en cuenta ningún parámetro molecular o genético en su estudio. El otro modelo 
predictivo	que	hemos	encontrado	es	el	de	Oberije	et	al	en	el	que	estudian	548	pacientes	en	estadio	III.	
De nuevo, este modelo solo tiene en cuenta características clínicas y de tratamiento de los pacientes, sin 






Parece claro que, a pesar de que la cirugía es un arma terapéutica fundamental en el tratamiento 
del CPNM, muchos de los pacientes operados necesitan un tratamiento adyuvante complementario, bien 
tras	la	cirugía	o	bien	a	partir	del	desarrollo	de	recidivas	o	enfermedad	metastásica	(Molina	et	al.,	2008;	
NCCN	Clinical	Practice	Guidelines	in	Oncology,	2016).	En	este	sentido,	el	38%	de	los	pacientes	de	nuestro	
estudio necesitaron quimio o radioterapia en los meses posteriores a la cirugía, siendo quimioterapia 
el	tratamiento	de	elección	en	23	pacientes,	radioterapia	en	6	y	ambas	en	10	pacientes.		Sin	embargo,	
la toxicidad de los tratamientos quimioterápicos, particularmente los regímenes basados en taxanos 
(D’Addario	et	al.,	2005;	Yan	Wang	et	al.,	2014),	añade	intensidad	a	 la	búsqueda	de	nuevas	moléculas	
basadas en el comprensión de la biología y el conocimiento a nivel genético de adenocarcinomas y 





El cáncer de pulmón continúa siendo la principal causa de muerte por cáncer en el mundo, a pesar 
que	su	incidencia	se	está	frenando	lentamente	en	los	países	desarrollados	(Ferlay	et	al.,	2013;	Jemal	et	
al.).	Por	ello,	desde	hace	tiempo,	se	tratan	de	identificar	los	factores	pronósticos	que	pudieran	predecir,	
en el momento del diagnóstico, a saber qué pacientes necesitan tratamiento adyuvante y en qué 















el análisis univariante. 
5.2. Estudio de las variables genéticas
5.2.1. Incidencia de las alteraciones numéricas de cromosomas en el cáncer de pulmón no  
microcítico (CPNM)
Todos los casos de CPNM analizados en el presente trabajo mostraban al menos una anomalía 













La alteración cromosómica más frecuentemente observada en nuestro estudio fue la deleción/
monosomía del cromosoma 9p-, detectada en casi las tres cuartas partes de los pacientes estudiados 
(n=77,	 77%).	 Las	 alteraciones	 del	 brazo	 corto	 del	 cromosoma	9	 se	 han	 observado	 como	un	 evento	
temprano en la transformación maligna de la célula en el cáncer de pulmón no microcítico, sobre todo en 
pacientes	fumadores	(Kerr,	2001b;	H.	Nakanishi	et	al.,	2009).	Su	deleción	podría	ir	asociada	a	la	pérdida	
de genes supresores de tumores como CDKN2 o p16, que actúa bloqueando la entrada de la célula en 
la	fase	S	del	ciclo	celular,	y	por	tanto,	frenando	la	proliferación.	Próximo	a	éste	se	encuentra	MTAP,	cuya	
deficiencia	o	pérdida	de	función	se	ha	descrito	en	múltiples	tumores	posicionándolo	como	un	candidato	
a	 gen	 supresor	 de	 tumores	 (Christopher,	 Diegelman,	 Porter,	 &	 Kruger,	 2002).	 Algunos	 autores	 han	
descrito la codeleción de MTAP y p16 como factor de mal pronóstico y recaída temprana en pacientes 
con	cáncer,	 tanto	de	pulmón,	como	en	otros	tumores	sólidos.	Su	et	al.,	han	estudiado	que,	aunque	si	
bien es cierto que la pérdida de expresión de p16 y MTAP indica una peor evolución de la enfermedad, 
la	pérdida	de	MTAP	es	 factor	pronóstico	 independiente	 (Basu	et	 al.,	 2007;	Cowan	&	Francke,	1991;	
Hustinx	et	al.,	2005;	Kamatani,	Yu,	&	Carson,	1982;	Kim	et	al.,	2011;	Kirovski	et	al.,	2011;	Su	et	al.,	2014).	
Además de la deleción/monosomía de 9p21, hemos encontrado otras pérdidas cromosómicas 
que afectaban preferentemente a los cromosomas 7q-, 5q-, 7p- y 13q-. La menor frecuencia de estas 
alteraciones con respecto a la deleción/monosomía del cromosoma 9p-, indicaría que estas alteraciones 
podrían representar cambios genéticos primarios de menor importancia en el CPNM o cambios 
secundarios asociados a la progresión tumoral, como ya se ha comentado en la introducción. De entre 
ellas, hemos de destacar la pérdida del brazo largo del cromosoma 13q-, donde se localiza entre otros 
el	gen	supresor	de	tumores	RB.	Se	ha	descrito	la	asociación	de	alteraciones	en	la	vía	de	gen	RB	con	una	
menor supervivencia libre de enfermedad en pacientes con adenocarcinomas de pulmón en estadios 
iniciales	(S.	Choi	et	al.,	2015).
77




Aunque son pocos los artículos que explorar la relación de C-MYC con el CPNM, recientemente se han 
publicado	varios	artículos	a	este	respecto	(Flacco	et	al.,	2015b;	Iwakawa	et	al.,	2011;	Ozkara,	Ozkara,	
Topçu,	&	Criss;	Zhi	et	al.,	2015).	
Hasta la fecha, en nuestro conocimiento, ningún artículo publicado ha relacionado las ganancias 




un mediador importante en la transducción de señales de los receptores de factores de crecimiento, y 
su activación y/o sobreexpresión en varios cánceres, por lo que su ganancia estaría en relación con el 
desarrollo	de	esta	enfermedad	(Hoshino	et	al.,	1999;	Matsumura	et	al.,	2000).	
En cuanto a la región 5p15.2, hTERT, su ganancia se ha relacionado tradicionalmente con las lesiones 
preneoplásicas	de	ambos	subtipos	histológicos	(Lantuejoul	et	al.,	2005;	K.	Nakanishi	et	al.,	2002).		La	
subunidad	catalítica	de	la	transcriptasa	reversa	telomerasa	humana	(hTERT),	restaura	la	longitud	de	
los telómeros en las células tumorales, es esencial para la proliferación tumoral, convirtiéndolas en 
inmortales	(Lantuejoul	et	al.,	2005).	Se	ha	descrito	la	amplificación	de	hTERT	en	múltiples	cánceres,	
entre	ellos	el	CPNM	(A.	Zhang	et	al.,	2000),	además	de	en	lesiones	preneoplásicas	de	ambos	subtipos	
histológicos	 (Lantuéjoul,	 Salon,	 Soria,	 &	 Brambilla,	 2007;	 K.	 Nakanishi	 et	 al.,	 2002).	 Yoo	 et	 al.	 han	
relacionado la ganancia de 5p15 con otras alteraciones genéticas, pero solo en la variante escamosa, 
siendo	un	factor	predictivo	independiente	de	mal	pronóstico	en	la	evolución	de	la	enfermedad	(Yoo	et	
al.,	2010).
En nuestro estudio, muchas de estas ganancias se asociaban a los clones polisómicos, sobre todo, 
tri y tetraploides. La presencia de estos clones tri y tetraploides es un evento no inicial en nuestra serie, 
salvo en uno de los casos de carcinoma escamoso., Algunos autores han relacionado este fenómeno 
con	la	inestabilidad	genética	asociandolo	a	mal	pronóstico	en	CPNM	(Nakamura	et	al.,	2003).	Además	
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de la presencia de dos o menos copias de algunos de los genes estudiados, han sido muy frecuentes las 
monosomías del cromosoma 8p-, del cromosoma 9p- y del cromosoma 10q-, en estos clones polisómicos, 
lo que apoyaría la hipótesis de que la pérdida es un evento previo a la polisomía.
5.2.2. Diferencias entre adenocarcinomas y carcinomas epidermoides en la frecuencia de 
las alteraciones cromosómicas encontradas 
Clásicamente, los carcinomas escamosos y los adenocarcinomas de pulmón, se han considerado 
como	dos	variantes	histológicas	dentro	del	CPNM.	Sin	embargo,	desde	el	punto	de	vista	genético,	hemos	
observado notables diferencias entre las dos variantes histológicas. Estas  diferencias, estadísticamente 
significativas,	 	 nos	 hacen	 plantearnos	 a	 estos	 carcinomas	 como	 entidades	 genéticamente	 distintas,	
pudiendo considerarlas, a todos los efectos, como dos enfermedades distintas. En la literatura más 
reciente son varios los artículos que tratan de caracterizar estas diferencias utilizando fundamentalmente 
técnicas	de	aCGH	(Danner	et	al.,	2011;	Garnis	et	al.,	2006a;	Pei	et	al.,	2001;	Project	&	Network	Genomic	
Medicine,	2013;	Shen	et	al.,	2009;	Staaf	et	al.,	2013;	Sy	et	al.,	2004;	Tai	et	al.,	2004;	Yakut	et	al.,	2006).	
Como ya se comentó en la introducción, existe una gran variabilidad en los resultados obtenidos por 
estos autores. Muchos de ellos coinciden en asociar la ganancia de 3q con la histología escamosa, y las 
pérdidas	3p,	4p,	4q,	5p	con	los	adenocarcinomas	(Mccaughan	et	al.,	2010;	Sriram	et	al.,	2012;	Staaf	et	al.,	
2013).		Para	el	significado	de	las	alteraciones	descritas	en	el	resto	de	regiones	estudiadas	y	analizadas	
no hay consenso entre los diferentes autores revisados. 
En nuestra serie, las principales diferencias las encontramos a nivel de los cromosomas 8q24, 
9p21,	13q14	y	13q34.	Algunos	artículos	han	descrito	la	amplificación	de	8q24	(C-MYC)	como	factor	de	


















La inactivación de CDNK2 o p16 es un hecho frecuente en CPNM, y se ha descrito fundamentalmente 
asociada a la deleción, aunque también se la ha asociado a la metilación del promotor. Algunos de los 
estudios sobre las alteraciones cromosómicas en esta región no encuentran una clara asociación entre 
alteración	en	este	cromosoma	y	el	tipo	histológico	de	CPNM	(Czarnecka	et	al.,	2013;	Project	&	Network	
Genomic	Medicine,	2013;	Shibata	et	al.,	2005;	Shibukawa	et	al.,	2009;	Tanaka	et	al.,	2005).	Nosotros	








escamosos,	 siendo	 este	 hallazgo	 estadísticamente	 significativo	 (P>0.05).	 La	 polisomía/ganancia	 del	




En cuanto al cromosoma 13, hemos observado que las dos regiones estudiadas, 13q14 y 13q34 
muestran	diferencias	estadísticamente	significativas	en	relación	con	la	histología.	De	tal	manera	que	
la pérdida del cromosoma 13q14 es más frecuente en los carcinomas escamosos, mientras que en los 
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adenocarcinomas	hasta	un	55%	de	los	casos	no	muestra	alteraciones	(P=0.001).	Respecto	a	la	región	
13q34 no se encontró alterada en ninguno de los adenocarcinomas, mientras que encontramos que se 
perdía	en	casi	el	60%	de	los	carcinomas	escamosos	(P>0.001).	Se	ha	descrito	la	pérdida	del	cromosoma	
13q en múltiples tumores, incluido el CPNM, donde además algunos autores lo han señalado como un 
evento	temprano	en	la	evolución	tumoral	(J.	U.	Kang	et	al.,	2008;	Shen	et	al.,	2009;	Ignacio	I	Wistuba	et	
al.,	1997;	Yakut	et	al.,	2006).	Sin	embargo,	existe	cierta	controversia	en	cuanto	al	subtipo	no	escamoso,	








genes supresores de tumores en la región 13q34. De entre los posibles candidatos, destaca IGN1, que 





5.2.3. Heterogeneidad genética y vías de evolución clonal en el cáncer de pulmón no 
microcítico (CPNM)
Los	estudios	más	recientes	ponen	de	manifiesto	que	el	CPNM	no	solo	es	un	tumor	heterogéneo	
morfológicamente si no también a nivel genético, que muestra con frecuencia cariotipos complejos, 
difíciles	de	interpretar,	en	los	que	se	asocian	cuatro	o	más	alteraciones	cromosómicas	de	tipo	numérico	
y/o	estructural	(Alderton,	2014;	de	Bruin	et	al.,	2014;	J.	Zhang	et	al.,	2014).	Algunos	autores	apuntan	
a que al grado de heterogenicidad intratumoral debería ser considerado como un marcador de mal 
pronóstico	en	sí	mismo	(Govindan,	2014).
81
A pesar de la marcada heterogenicidad genética, la mayoría de trabajos publicados comparten 
la hipótesis de que el evento inicial en la tumorigénesis es la monosomía/deleción del brazo corto del 
cromosoma	3	(Colby,	Wistuba,	&	Gazdar,	1998;	Garnis	et	al.,	2006a;	Kerr,	2001b;	I	I	Wistuba	et	al.,	2000;	
Ignacio	I	Wistuba	&	Gazdar,	2006;	Ignacio	I	Wistuba	et	al.,	1999).	Con	posterioridad,	se	han	descrito	la	
incorporación de otras anomalías cromosómicas que ocurrirían en la célula neoplásica y que afectarían 






diferentes vías de evolución clonal asociados a la progresión tumoral. Éstos modelos se fundamentan 
en la extrapolación de los resultados citogenéticos obtenidos por comparación de diferentes tumores, o 
de	tumores	metastásicos	con	sus	primarios	(Ding,	Raphael,	Chen,	&	Wendl,	2013;	Goswami	et	al.,	2015;	
Shlush	&	Hershkovitz,	2015;	Yokota,	Nishioka,	Tani,	&	Kohno,	2003).	Si	bien	es	cierto	que	hay	literatura	






intratumoral es la disponibilidad de técnicas que permitan la caracterización de todas y cada una 
de	 las	distintas	subpoblaciones	celulares	presentes	en	el	 tumor	mediante	 la	 identificación,	de	 forma	
simultánea de dos o más alteraciones cromosómicas, en una misma célula tumoral, en ausencia de 
selección	clonal.	En	el	presente	trabajo,	utilizando	técnicas	de	FISH	sobre	núcleos	interfásicos	en	una	
serie amplia de carcinomas escamosos y adenocarcinomas, hemos observado que, en un porcentaje 
importante de los casos analizados, coexistían dos o más clones de células tumorales portadoras de 
diferentes alteraciones cromosómicas. Además, pudimos constatar la existencia de  relaciones entre 
los diferentes clones, pudiendo así formular un modelo hipotético de evolución clonal para los dos 
principales subtipos histológicos del CPNM.
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A pesar de que los patrones de alteraciones citogenéticos intratumorales que observamos fueron 
con frecuencia comunes a dos o más tumores, la incidencia exacta de cada uno de estos patrones era 
variable.	Con	el	fin	de	identificar	la	secuencia	probable	de	alteraciones	cromosómicas	acumuladas	en	
un tumor con varios clones, asumimos que aquellas alteraciones cromosómicas que eran compartidas 
por todos los subclones representarían cambios iniciales; mientras que, las alteraciones citogenéticas 
presentes solo en algunos de los subclones tumorales aparecerían más tarde en el transcurso de la 
tumorigénesis. Nosotros hemos observado, de acuerdo a esta premisa, que adenocarcinomas y 
carcinomas escamosos muestran patrones de evolución clonal completamente diferentes. Mientras 
que en los adenocarcinomas existirían dos vías principales una que se caracterizaría por la deleción/
monosomía de 9p asociada a la pérdida de 13q, y en otra la ganancia de 8q con otros subclones asociados 
a cada una de ellas; en los carcinomas epidermoides se observan también dos vías principales, sin 
embargo en este caso, en una estarían presentes las codeleciones de 10q y 8p, mientras que en otra la 
ganancia de 5p sería la alteración principal; ambas con otras poblaciones subclonales asociadas. 
Si	bien	es	cierto	que	la	pérdida	de	9p	es	un	evento	temprano	en	la	evolución	del	CPNM	ampliamente	
recogido en la literatura, la asociación con los adenocarcinomas no es muy frecuente en los artículos 
revisados	 (Collisson	et	al.,	2014;	Ding	et	al.,	2008;	Tai	et	al.,	2004).	Como	ya	se	ha	comentado,	para	
algunos autores la pérdida de 9p guarda una íntima relación con el hábito tabáquico y la histología 
escamosa	(Kishimoto	et	al.,	1995;	Marsit	et	al.,	2005).	
Por	otra	parte,	Kang	et	al(Jiun	Kang,	2015)	han	descrito	la	ganancia	de	5p	asociada	pacientes	con	
carcinomas epidermoides en estadio I. Lantuejoul et al ha encontrado que los niveles de mRNA de hTERT 
son mayores en lesiones de alto grado de displasia y carcinoma in situ en comparación con la displasia 
leve en la variante escamosa. Los hallazgos de estos autores y los nuestros vendrían a demostrar que 
la ganancia de 5p representaría un evento temprano en la evolución de los carcinomas escamosos del 
pulmón.	En	cuanto	al	cromosoma	8p,	de	nuevo	Kang	et	al(Jiun	Kang,	2015)	han	observado	que	su	pérdida	
se produce en los primeros momentos del desarrollo del carcinoma escamoso. Aunque en el CPNM no se 
han descrito, las mutaciones de algunos de los genes localizados en esta región se han relacionado con 
la	progresión	de	otro	tipo	de	tumores,	por	ejemplo	la	regulación	a	la	baja	de	MSRA	está	relacionada	con	
el carcinoma hepatocelular o la de CLDN23 con el cáncer gástrico. La pérdida del cromosoma 8p sugiere 
por tanto la presencia de algún gen supresor de tumores no bien caracterizado aún en el carcinoma 
escamoso de pulmón.
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la pérdida de PTEN con la pérdida del cromosoma 8p como ocurre en varios casos de nuestro estudio. 
Es llamativo que dos de los casos de la series muestren nulisomía de PTEN no en el clon ancestral, si no 
en el segundo clon en el caso de histología escamosa y en el tercer clon en el caso de adenocarcinoma. 
Petersen et al que también han estudiado la pérdida de PTEN en la variante escamosa de cáncer de 
pulmón, han relacionado la pérdida de 10q21–qter  con la progresión de la enfermedad y el desarrollo 
de	metástasis(Petersen	et	al.,	2000).	De	tal	modo	que	la	pérdida	de	un	alelo	de	PTEN	tendría	un	papel	
en el desarrollo del carcinoma escamoso del pulmón, y la pérdida del segundo alelo conllevaría un 
comportamiento	más	agresivo	una	vez	“establecida”	la	neoplasia.
 Es interesante comentar que hemos observado una alta frecuencia de pérdidas de la región 22q 
en	los	adenocarcinomas	(90%),	bien	de	forma	aislada	o	bien	asociado	a	otros	subclones	minoritarios.	
Algunos autores han observado la pérdida de esta región genética asociada a estadios avanzados y el 
desarrollo	de	metástasis	cerebrales	(Shiseki	et	al.,	1994,	1996;	Yokota	et	al.,	2003).	Todos		estos	datos	
apuntan a la existencia de uno o varios genes localizados en el cromosoma 22, que perdidos en un estadio 
evolutivo	avanzado	de	la	enfermedad	y	en	esta	histología,	confieren	al	tumor	nuevas	capacidades	para	
el	desarrollo	de	metástasis.	Uno	de	los	genes	candidatos	propuestos	podría	ser	MIO18B,	un	gen	de	la	
familia de las miosinas que intervendría en el crecimiento celular sin necesidad de anclaje al estroma, y 
cuya inactivación se ha descrito hasta en el 50% de los cánceres de pulmón, no solo por deleción, si no 
también	por	mutación	o	metilación	del	promotor	(Yokota	et	al.,	2003).		
 En nuestro conocimiento, éste constituye el primer intento de establecer un modelo de evolución 
clonal a nivel intratumoral comparando las histologías más frecuentes del CPNM.
 Debido a que en el presente trabajo se estudiaron un número reducido de pacientes, que de cada 
tumor	se	estudió	un	fragmento	representativo	pero	pequeño	y	que	la	técnica	de	FISH	analiza	sólo	una	
parte de todo el genoma, no podemos excluir la posibilidad de que existan otros subclones adicionales 
que	no	hemos	podido	identificar.
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5.2.4. Impacto de las alteraciones genéticas en el comportamiento clínico de los pacientes 
con cáncer de pulmón no microcítico (CPNM)
El CPNM es un problema de salud pública de máxima prioridad, es la causa de muerte por cáncer 
más frecuente en hombres y la segunda en mujeres. En la actualidad, el único tratamiento potencialmente 












En nuestro estudio, tan solo hemos podido relacionar algunas de las regiones genéticas estudiadas 
con la supervivencia libre de enfermedad en el caso de los adenocarcinomas. Las pérdidas de los 
cromosomas	7p11.1	y	7q31	así	como	la	ganancia	de	8q24	han	mostrado	significación	estadística.	No	
hemos encontrado en la literatura artículos que relacionen las pérdidas de 7p con el adenocarcinoma de 
pulmón.	Sin	embargo,	las	ganancias	en	7p	se	han	identificado	como	alteraciones	frecuentes,	encontrando	
asociación	con	estadios	más	avanzados	(Sholl	et	al.,	2009).	Sung	et	al	(Sung	et	al.,	2010)	relacionaron	
negativamente las ganancias de esta región cromosómica con el desarrollo de recidiva en pacientes 
con	 adenocarcinoma	 de	 pulmón.	 Sin	 embargo,	 en	 nuestra	 serie	 son	 los	 pacientes	 que	 no	muestran	
alteraciones de estas regiones los que tienen un menor tiempo libre de enfermedad.  Este hecho tal vez 
se explique por un número de pacientes bajo en el grupo que no mostró alteraciones del cromosoma 
7, además de que prácticamente todos los pacientes que mostraban alteraciones genéticas a este nivel 
tenían estadios bajos y/o no mostraban afectación pleural. No hemos encontrado en la literatura 
alteraciones de esta región concreta en asociación al adenocarcinoma de pulmón. Próxima a esta región 
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con gran cantidad de información genética no bien conocida y que guarda una estrecha relación con las 
variante adenocarcinoma del CPNM. 
Desde el punto de vista clínico, se ha analizado la repercusión de las ganancias de 7q31 en el 





de	 señalización	que	 tiene	 como	resultado	 final	 la	proliferación	 celular,	 la	 inhibición	de	 la	 apoptosis,	
favorece	la	transición	epitelio	mesénquima	e	incrementa	el	potencial	invasivo	y	metastático(Birchmeier,	
Birchmeier,	Gherardi,	&	Vande	Woude,	2003;	Thiery,	Acloque,	Huang,	&	Nieto,	2009).	Al	contrario	de	lo	






Ninguno de los pacientes con adenocarcinoma de nuestra serie perdió 8q24 y la práctica totalidad 
(50/53;	94%)	ganaron	esta	región,	confirmando	lo	observado	en	estudios	preliminares.	Lamentablemente,	
su	implicación	pronóstica	en	la	SLE	no	ha	quedado	bien	reflejada,	debido	en	parte	a	este	hecho.	El	gen	
MYC se localiza en 8q24, es un oncogen bien caracterizado relacionado con la proliferación celular, la 
diferenciación	y	el	metabolismo	(Coller	et	al.,	2000).	Se	ha	estudiado	en	profundidad	el	papel	pronóstico	












La supervivencia a los 5 años de los pacientes con CPNM que se someten a cirugía es elevada, las tasas 
de	mortalidad	están	en	torno	al	30%	para	los	casos	en	estadio	I	(Guerrera	et	al.,	2015;	Osarogiagbon	&	
Yu,	2012).	A	pesar	de	los	avances	acaecidos	en	los	últimos	años	en	el	conocimiento	del	cáncer	de	pulmón,	
a nivel genético y molecular, no existe un panel de biomarcadores pronósticos que ayudaran a predecir 
la respuesta al tratamiento o la evolución de la enfermedad en CPNM. Hoy en día se conoce el impacto 






A nivel de las alteraciones genéticas la hora de predecir la supervivencia global en el presente trabajo 




en los carcinomas escamosos son aquellos que tienen pérdida o monosomía de 7q31 los que mayor 
SG	presentan.	En	ambos	casos	puede	ser	debido	a	que	corresponden	con	la	alteración	más	frecuente	
detectada a este nivel, de tal manera que los otros eventos apenas tienen pacientes. 
Aunque	 la	 amplificación	 de	 MET	 se	 ha	 estudiado	 principalmente	 en	 la	 variante	 no	
escamosa(Casadevall	et	al.,	2015),	Cappuzzo	et	al(Cappuzzo	et	al.,	2009)	tras	analizar	mediante	FISH	el	
número de copias de MET en 435 casos de CPNM de ambas histologías no observaron diferencias entre 
adenocarcinomas	y	carcinomas	escamosos,	sexo	o	hábito	 tabáquico.	Sus	resultados	concluyeron	que	
la ganancia del número de copias representa un factor pronóstico independiente adverso en el CPNM. 
De	 los	 101	 pacientes	 analizados	 en	 el	 presente	 estudio,	 tan	 solo	 3	 casos	 tenían	 amplificación	 de	 la	
región 7q31 y todos ellos pertenecían al grupo de los adenocarcinomas. No hemos obtenido resultados 
estadísticamente	significativos	al	comparar	la	amplificación	de	MET	con	la	histología	en	la	SG.





histológico.	 CUL4A	 es	 un	miembro	 de	 la	 familia	 de	 proteínas	 cullin,	 y	 juega	 un	 papel	 fundamental	
en	 la	 replicación	 del	 DNA,	 la	 regulación	 del	 ciclo	 celular	 y	 la	 inestabilidad	 genómica	 (Lee	 &	 Zhou,	






en futuros estudios, la relación con la histología del CPNM  de esta región y la presencia de otros posibles 
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oncogenes, además de comparar sus alteraciones en adenocarcinomas comparando estadios bajos con 
otros más evolucionados, por si la alteración de 13q34 es esta variante fuera un evento tardío o en 
relación con el tipo de tratamiento.
Otro	hallazgo	interesante		ha	sido	la	identificación	de	focos	de	amplificación	del	cromosoma	22q	
en la variante escamosa y su relación con un pronóstico fatal.  No hemos encontrado en la literatura 












6.1. En relación a la incidencia de las alteraciones cromosómicas mediante FISH en los dos 
principales tipos histológicos del CPNM:
La	 técnica	 de	 FISH	 nos	 ha	 permitido	 definir	 el	 perfil	 de	 ganancias	 y	 pérdidas	 de	 las	 regiones	
cromosómicas estudiadas en los dos subtipos histológicos de CPNM. La principal alteración que hemos 
encontrado es la pérdida de 9p21, seguida de las pérdidas de 7q31 y 7p11.1 y la ganancia de 8q24.
Las diferencias entre ambos grupos se encuentran principalmente a nivel de las ganancias de 
8q24, las ganancias y pérdidas de 9p21,  las pérdidas de 13q34 y las pérdidas de13q14.
6.2. En relación con las alteraciones genéticas que han mostrado una significación estadística 
con la histología o con las características clínicas y evolutivas de los pacientes:
 Las alteraciones genéticas que se asocian a las siguientes características clínico-patológicas: 
clasificación	T,	afectación	ganglionar,	tratamiento	adyuvante	y	desarrollo	de	enfermedad	metastásica,	
son las ganancias de 8q11, 8q24y 17q21 y pérdidas de 7p11.1, 7q31, 9p11.1 y 9p21. Los pacientes con 
mayor tasa de mortalidad se asocian con las pérdidas de 9p11 y las ganancias de 7q31 y 8q24.
6.3. En relación con las características clínico-patológicas y las regiones cromosómicas con 
valor pronóstico en cuanto a la supervivencia global (SG) y libre de enfermedad (SLE):
	 En	el	grupo	de	 los	adenocarcinomas	 las	 siguientes	características	patológicas:	 clasificación	T,	
afectación de los ganglios linfáticos, afectación pleural, estadio TNM y el recibir tratamiento adyuvante; 




Los	 pacientes	 con	 adenocarcinomas	 de	 pulmón	 con	 una	 mayor	 clasificación	 T,	 afectación	 de	
ganglios linfáticos y pleura, con mayor estadio y la presencia de anomalías en las regiones 7p11, 7q31 
y 8q24, asocian una mayor probabilidad de recidivar de forma precoz tras una cirugía con intención 
curativa.	En	los	carcinomas	escamosos	ninguna	alteración	genética	influye	en	la	aparición	de	recidiva	
precoz, siendo el género masculino y una mayor gradación T los hallazgos que en este subtipo están en 
relación con una menor supervivencia libre de enfermedad.
6.4. En relación con la heterogeneidad genética y las vías de evolución clonal en los dos 
principales subtipos histológicos: 
 Los adenocarcinomas y carcinomas escamosos del pulmón son tumores genéticamente 
heterogéneos que presentan diferentes patrones de alteraciones cromosómicas, coexistiendo dos o más 
clones tumorales en la mayoría de los casos en cada una de las histologías. Las vías de evolución clonal 
asociadas a inestabilidad cromosómica son variables. 
En	 los	adenocarcinoma	las	dos	principales	vías	de	evolución	que	hemos	 identificado	se	 inician	
con la ganancia de 8q y con las pérdidas conjuntas de 13q y 9p; y terminando, mayoritariamente, con 
la pérdida de 22q. En los carcinomas escamosos existen también dos vías principales, una en la que se 
ganan la región 5p y otra en la que coexisten las deleciones de 10q y 8p. 
6.5. En relación a los dos subtipos histológicos principales: 
Nuestros resultados han demostrado que genéticamente los adenocarcinomas y los carcinomas 
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